РЕАКЦИЯ ЭРИТРОИДНОГО РОСТКА КРОВЕТВОРЕНИЯ НА ОПУХОЛЕВЫЙ РОСТ У БОЛЬНЫХ РАКОМ ЛЕГКОГО by Y. Ragulin A. et al.
DOI: 10.21294/1814-4861-2017-16-1-53-58
УДК: 616.24-006.6:616.155.1-007.1
Для цитирования: Рагулин Ю.А.,  Изместьева О.С., Вапняр В.В., Северская Н.В., Полуэктова М.В., 
Глебова С.Е., Ершова И.Л., Дербугов В.Н., Жаворонков Л.П. Реакция эритроидного ростка кроветворения на 
опухолевый рост у больных раком легкого.  Сибирский онкологический журнал. 2017; 16 (1): 53–58.
For citation: Ragulin Y.A., Izmestieva O.S., Vapnyar V.V., Severskaya N.V., Poluektova M.V., Glebova S.E., 
Ershova I.L., Derbugov V.N., Zhavoronkov L.P. Erythropoiesis reaction to tumor growth in lung cancer patients. Siberian 
Journal of Oncology. 2017; 16 (1): 53–58.
рЕаКЦИя ЭрИтрОИДнОГО рОСтКа КрОвЕтвОрЕнИя на 
ОПухОЛЕвый рОСт у бОЛьных раКОМ ЛЕГКОГО
Ю.а. рагулин, О.С. Изместьева, в.в. вапняр, н.в. Северская, 
М.в. Полуэктова, С.Е. Глебова, И.Л. Ершова, в.н. Дербугов, 
Л.П. жаворонков
Медицинский радиологический научный центр им. А.Ф. Цыба – филиал ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский радиологический центр» Минздрава России, г. Обнинск, Россия
249036, Калужская область, г. Обнинск, ул. Королёва, 4. E-mail: mrrc@mrrc.obninsk.ru, 
yuri.ragulin@mail.ru
аннотация
введение. Эритроциты, помимо транспорта кислорода в ткани, участвуют в поддержании гомеостаза, 
поэтому их качественная и количественная перестройка может отражать ряд изменений, происходящих 
в организме. Целью исследования явилось изучение состояния эритрона в целом и реакции красного 
ростка кроветворения у больных раком легкого с оценкой возможности использования таких реакций 
в качестве предиктивных признаков агрессивности опухолевого процесса. результаты. Получен 
клинический материал, свидетельствующий о наличии реакции эритроидного ростка кроветворения 
и ферментативного звена антиоксидантной системы на опухолевый процесс у больных раком легко-
го. Регистрируемые сдвиги в состоянии эритрона: концентрация гипоксией индуцированного фактора 
1α, количественные и морфологические характеристики эритроцитов и ретикулоцитов, концентрация 
гемоглобина и активность супероксиддисмутазы периферической крови коррелируют с агрессивностью 
опухоли и тяжестью клинического состояния больных. Заключение. Комплексная оценка состояния 
красного ростка кроветворения может быть использована в выборе предиктивных критериев при со-
ставлении прогноза эффективности лечения и продолжительности жизни больных.
Ключевые слова: рак легкого, агрессивность опухолевого процесса, гипоксией индуцированный
фактор 1 α, стимуляция эритроидного ростка кроветворения, эритроцитоз, высокая кислотная 
резистентность эритроцитов.
   рагулин Юрий александрович, yuri.ragulin@mail.ru
Ведущими критериями для определения про-
гноза развития опухоли и выбора тактики лечения 
являются оценка ее распространенности и морфо-
логических характеристик. Система клинических 
и морфо-функциональных показателей, исполь-
зуемых в практической онкологии, в большинстве 
случаев позволяет судить о степени агрессивности 
опухолевого процесса лишь после удаления пато-
логических тканей по результатам гистологических 
исследований. Эта информация чрезвычайно важна 
на дооперационном этапе, а также при составлении 
плана лечения больных с предполагаемой химио-
лучевой терапией [1]. Современное понимание 
молекулярно-биологических особенностей опу-
холевых клеток, новых данных об их регуляции, 
размножении и гибели, а также механизмах мета-
стазирования позволяет существенно повысить 
эффективность традиционных и специфических 
методов противоопухолевой терапии. Достаточно 
хорошо изучено выделение злокачественными опу-
холями ряда растворимых факторов, обладающих 
свойством изменять миграцию стволовых клеток 
костного мозга и накапливать их в опухолевой 
ткани [2]. Новым направлением исследовательских 
работ стал вопрос изучения специфических харак-
теристик микрофизиологии опухолевых клеток и 
опухолевого узла в целом, отличающихся от клеток 
нормальных тканей [3]. Одним из этих процессов 
является неконтролируемое размножение злокаче-
ственных клеток с образованием очагов гипоксии 
в опухолевом узле [4–9]. При этом высока вероят-
ность существования гуморальных сигнальных пу-
тей, обеспечивающих опухоли возможность роста, 
метастазирования и повышенной выживаемости 
злокачественных клеток, вовлекающих в процесс 
в том числе и факторы организменного уровня, 
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одним из которых может быть эритропоэз [3]. 
Вопрос прогрессирования опухолевого процесса 
и повышения его агрессивности имеет высокую 
практическую значимость с точки зрения персо-
нализации лечения онкологических заболеваний 
и, соответственно, повышения эффективности 
противоопухолевой терапии.
Считается, что физиологическая роль эритро-
цитов не сводится только к транспорту кислорода 
в ткани, помимо этого они участвуют в ряде си-
стемных регуляторных реакций, направленных на 
поддержание гомеостаза в его различных аспек-
тах. Качественная и количественная перестройка 
эритроцитов может отражать физиологические и 
патологические изменения, происходящие в орга-
низме. Полифункциональная роль этих клеток в 
механизмах адаптации и компенсации в условиях 
гипоксии, газотранспортных процессах и осу-
ществлении других жизненно важных функций 
объясняет высокую информативность результатов 
изучения их функциональных изменений.
Целью исследования явилось изучение состоя-
ния эритрона в целом и реакции красного ростка 
кроветворения у больных раком легкого с оцен-
кой возможности использования таких реакций в 
качестве предиктивных признаков агрессивности 
опухолевого процесса.
Материал и методы
На базе отделения лучевого и хирургического 
лечения заболеваний торакальной области с груп-
пой лечения заболеваний молочной железы МРНЦ 
обследовано 45 больных мужского пола в возрасте 
35–60 лет с диагнозом рак легкого (РЛ). У 3 боль-
ных диагностирована I стадия, у 28 – II стадия, у 
8 – III стадия, у 6 – IV стадия заболевания. В ка-
честве контроля было обследовано 43 клинически 
здоровых мужчины. 
Кровь забиралась из локтевой вены в вакуумные 
пробирки с ЭДТА, утром натощак, на следующий 
день после поступления больного в стационар. В 
процессе обследования у 4 больных выявлена ане-
мия, что явилось основанием для их исключения 
из анализа. Работа проведена с соблюдением прин-
ципов добровольности и конфиденциальности, все 
пациенты подписали информированное согласие 
об участии в исследовании.
Анализ реакции эритрона больных раком легко-
го оценивали по следующим тестам: а) устойчи-
вость мембран эритроцитов периферической крови 
(метод кислотных эритрограмм); б) состояние 
ферментативного комплекса антиоксидантной 
системы (АОС) по активности двух ферментов 
цельной крови – супероксиддисмутазы (СОД) и ка-
талазы эритроцитов; в) клинический анализ крови, 
отражающий содержание в периферической крови 
эритроцитов и ретикулоцитов, концентрацию ге-
моглобина, а также гематокрит; г) концентрацию 
в сыворотке крови гипоксией индуцированного 
фактора 1α (HIF 1α) методом иммуноферментного 
анализа с использованием коммерческих набо-
ров Human hypoxia-inducible factor 1α ELISAKIT 
Cusabio (Франция).
Анализ устойчивости эритроцитов на модели 
кислотного гемолиза
Клинический анализ крови проводили на 
гематологическом анализаторе UniCel® DXH 
800 Beckman Coulter (США) по общепринятым 
стандартам. 
Для определения кислотной стойкости эритро-
цитов 40 мл крови, взятой из локтевой вены, раз-
водили в 4,5 мл физиологического раствора [10]. 
Разведенную кровь смешивали с равным объемом 
0,004 моль/л HCl на физиологическом растворе, 
клеточную взвесь помещали в термостатируемую 
при 25оС кювету спектрофотометра и каждые 
30 сек регистрировали экстинкцию смеси при 
670 нм, определяя таким образом ход гемолиза 
эритроцитов под действием 0,002 моль/л HCl. На 
основании полученных данных с применением 
компьютерной программы рассчитывали кинетику 
гемолиза и строили дифференциальные эритрограм-
мы, показывающие, какой процент эритроцитов 
распадается за каждую полуминуту. Значения этого 
показателя (%) умножали на время от начала гемо-
лиза (мин), сумма этих произведений за весь период 
гемолиза дает интегральный показатель – суммар-
ную стойкость эритроцитов (Р). В качестве допол-
нительных критериев функционального состояния 
эритроцитов периферической крови использовали 
и такие расчетные показатели, как [11]:
– время max гемолиза или максимум основного 
пика эритрограммы;
– общее время гемолиза эритроцитов;
– объем фракции «молодых» эритроцитов.
Анализ состояния ферментативного звена 
антиоксидантной системы
Определение активности супероксиддисмутазы в 
эритроцитах производили энзиматическим методом 
на биохимическом анализаторе RX Monza (Велико-
британия) с использованием коммерческих наборов 
Randox SD 125 (Великобритания). Метод основан на 
ингибировании ферментом реакции взаимодействия 
супероксид анион-радикалов и 2-(4-иодофенил)-3-
(4-нитрофенол)-5-фенилтетразолиумхлорид с обра-
зованием окрашенного в красный цвет соединения – 
формазана.
Активность каталазы в лизате эритроцитов 
определяли спектрофотометрически общепринятым 
методом [12] при длине волны 420 нм, принцип 
которого основан на способности перекиси водо-
рода образовывать с молибдатом аммония стойкий 
окрашенный комплекс. Активность каталазы эри-
троцитов выражали в количестве утилизированной 
перекиси водорода в мкмоль за 1 мин из расчета на 
один эритроцит, пкат/эритроцит. С этой целью гемо-
лизат эритроцитов разводили таким образом, чтобы 
в реакционную смесь попадало 10×106 клеток.
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Полученные данные обрабатывали с при-
менением методов вариационной статистики – 
t-критерий Стьюдента, статистически значимые 
различия между группами больных клинически 
здоровых людей принимали при значении интегра-
ла вероятности, не превышающем 0,05. Статисти-
ческий анализ проводили с помощью программы 
Origin 6.0.
Результаты и обсуждение 
У 9 больных раком легкого I–III стадии при срав-
нении с референтными значениями показателей, 
полученных при обследовании групп клинически 
здоровых людей соответствующего возраста и пола, 
в периферической крови выявлены превышения 
количества эритроцитов, содержания гемоглобина 
и гематокрита (табл. 1). На этом фоне регистри-
руется повышение резистентности эритроцитов 
к кислотному гемолитику и снижение активности 
супероксиддисмутазы эритроцитов. В послеопера-
ционном периоде (через 10 дней) у этих больных 
состояние красной крови нормализовалось, и ва-
риабельность изученных показателей не выходила 
за пределы популяционного разброса (табл. 2). 
Следует отметить, что потери крови в результате 
оперативного вмешательства были незначительны-
ми, об этом свидетельствует отсутствие существен-
ного снижения показателей красной крови через 
сутки после операции. Из приведенной в качестве 
примера кривой, отражающей кинетику гемолиза 
эритроцитов (рис. 1) больного А. 50 лет с диагнозом 
мелкоклеточный рак легкого I стадии, видно суще-
ственное повышение кислотной резистентности 
эритроцитов периферической крови. На графике 
четко регистрируется сдвиг максимума пика гемо-
лиза эритроцитов с 4,5 мин (норма) на 7,0 мин, а 
по данным компьютерной обработки результатов 
отмечается рост фракции «молодых» эритроцитов 
до 46 % против 16 %, характерных для клинически 
здоровых лиц. Раздражение эритроидного ростка 
кроветворения у этого больного дополнительно 
зафиксировано и по выбросу в периферическую 
кровь ретикулоцитов (152 × 109/л против 139 × 109/л 
в группе клинически здоровых мужчин) с низкой 
степенью зрелости (IRF=0,25). Выявленные измене-
ния состояния эритрона зарегистрированы на фоне 
повышенной в сыворотке крови концентрации ги-
поксией индуцированного фактора 1α – 1221 пг/мл 
(норма не превышает 950 пг/мл).
В состоянии ферментативного звена анти-
оксидантной системы  больных раком легкого 
отмечено нарушение функционирования суперок-
сиддисмутазы, тогда как изменения активности 
каталазы нами не выявлено. При этом у больных, 
включенных  в исследование, так же, как и у кли-
нически здоровых людей, вариационные ряды ак-
тивности СОД подчиняются законам нормального 
распределения, при котором величины средних 
таблица 1
Изменение основных показателей красной крови у 9 больных раком легкого I–III стадии до и после 
оперативного лечения
Срок исследования Количество эритроцитов, ×1012/л Уровень гемоглобина, г/л Гематокрит, %
До операции 5,5 ± 0,3* 153 ± 5* 52,7 ± 3*
Через 1 сут после операции 5,4 ± 0,2* 149 ± 6* 52,3 ± 5*
Через 10 сут после операции 4,7 ± 0,2 135 ± 5 43,5 ± 3
Примечание: * – превышение пределов референтных значений показателя с учетом пола и возраста.
таблица 2
Динамика функционального состояния эритроцитов периферической крови в сравниваемых 
группах
Группа больных
Суммарная стойкость  
эритроцитов  
Активность супероксиддисмутазы, 
Ед/г Hb
Референтные значения группы из 43 доноров 460 ± 18 1455 ± 137
Показатели 
больных РЛ 
(n=9)
До операции 525 ± 21* 728 ± 17*
Через 1 сут после операции 515 ± 16* 759 ± 18*
Через 10 сут после операции 490 ± 12 1049 ± 30
Примечание: * – превышение пределов референтных значений показателя с учетом пола и возраста.
Рис. 1. Кинетика гемолиза эритроцитов периферической 
крови больного А., 50 лет, до и после операции. Примеча-
ние: по оси абсцисс – время от начала гемолиза (мин); по 
оси ординат – % Ei х ti , где % Ei – процент распавшихся на 
i-полуминуте эритроцитов, ti – время, прошедшее от начала 
гемолиза
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арифметических и медианы каждого ряда равны 
между собой. Данные, представленные на рис. 2, 
свидетельствуют о существенном снижении пика 
активности этого фермента у данной категории 
больных. Обращает на себя внимание и тот факт, 
что из 4 больных РЛ I–III стадии, у которых были за-
регистрированы предельно низкие значения актив-
ности СОД, трое умерли в 1-й месяц наблюдения.
Полученные результаты показывают, что в про-
цессе формирования и роста опухоли возможны 
изменения ее микрофизиологического состояния с 
образованием зон гипоксии, что вызывает гиперэк-
спрессию HIF 1α и выделение его в кровь. HIF 1α 
через эритропоэтин [13, 14] активирует эритропоэз, 
сопровождающийся повышением концентрации ге-
моглобина и количества эритроцитов. Дополнитель-
ным критерием раздражения эритроидного ростка 
кроветворения у больных с агрессивной формой 
рака является и повышение содержания ретикуло-
цитов с низкой степенью зрелости, вследствие чего 
в периферическое русло поступают преимуществен-
но функционально незрелые «молодые» эритроид-
ные клетки с высокой кислотной резистентностью 
и низкой активностью супероксиддисмутазы. По 
данным литературы [15], у больных немелкокле-
точным раком легкого в ряде случаев наблюдалась 
гиперэкспрессия опухолевыми клетками HIF 1α, 
что коррелировало с существенным сокращением 
продолжительности жизни.
Заключение
Проведенное исследование показало, что у 
части больных раком легкого на дооперационном 
этапе выявлена активация эритроидного ростка 
кроветворения, сопровождающаяся выбросом в 
периферическую кровь физиологически незрелых 
эритроцитов. Высокая (30 %) смертность в бли-
жайший период (1–2 мес) после лечения регистри-
руется именно у таких больных. Эти результаты, 
которые ввиду малой выборки следует считать 
предварительными, позволяют полагать, что 
изученные показатели могут иметь важное значе-
ние при определении тактики лечения, поскольку 
могут свидетельствовать о наличии агрессивного 
фенотипа опухоли. В связи с этим запланировано 
продолжение работ в данном направлении.
Рис. 2. Распределение активности СОД от частоты встре-
чаемости у мужчин, больных раком легкого I–IV стадии, и 
клинически здоровых мужчин.
Примечание: по оси абсцисс – активность фермента (Ед/г Hb); 
по оси ординат – частота регистрации активности СОД
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ErytHrOPOIEsIs rEactIOn tO tuMOr grOwtH 
In lung cancEr PatIEnts
y.a. ragulin, O.s. Izmestieva, v.v. vapnyar, n.v. severskaya, M.v. Poluektova, 
s.E. glebova, I.l. Ershova, v.n. Derbugov, l.P. Zhavoronkov
A. Tsyb Medical Radiological Research Centre – branch of the National Medical Research Radiological 
Centre of the Ministry of Health of the Russian Federation
4, Korolev street, 249036-Obninsk, Kaluga region, Russia. E-mail: mrrc@mrrc.obninsk.ru, yuri.ragulin@mail.ru
abstract
background.  In addition to the transport of oxygen in tissues, erythrocytes participate in maintaining homeo-
stasis therefore their qualitative and quantitative characterization may reflect a number of changes occurring 
in the body. the aim of the study was to investigate the erythrone state and reaction of red blood cells of 
hematopoiesis in patients with lung cancer with the assessment of ability to use such reactions as predictive 
signs of aggressiveness of the tumor process. results. Clinical material indicating the presence of reaction of 
erythropoiesis and enzymatic antioxidant system to tumor growth in patients with lung cancer was obtained. 
Pathological changes in the erythrone system, including changes in the concentration of hypoxia-inducible 
factor 1α, quantitative and morphological characteristics of red blood cells and reticulocytes, hemoglobin 
concentration and the activity of superoxide dismutase correlated with tumor aggressiveness and more severe 
clinical status of patients. Сonclusion. A comprehensive assessment of erythropoiesis is believed can be 
used in selection of criteria for predicting treatment response and patients survival.
Key words: lung cancer, tumor aggressiveness, hypoxia-inducible factor 1α, 
erythroid hematopoiesis stimulation, polycythemia, high acid resistance of erythrocytes.
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